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1. UVOD 
1.1 UPORABA JESTIVOG SAMONIKLOG BILJA 
Primjena divljeg samoniklog bilja je ńiroko rasprostranjena na prostoru Mediterana. 
Takav primjer herbofilije je posebno prisutan u Dalmaciji i time ju ĉini zanimljivim mjestom 
za prouĉavanje uporabe divljeg bilja. S obzirom na svoj poloņaj, Dalmacija se nalazi na 
raskriņju utjecaja slavenskih naroda, ĉija prehrana je insuficijentna povrćem, te Mediteranske 
kuhinje, s kojom dijeli prehranu bogatu raznolikim lisnatim povrćem. Bogata tradicija 
konzumacije divljeg samoniklog bilja je najvjerojatnije rezultat jakog venecijanskog i grĉkog 
utjecaja kroz prońlost kao i nuņnosti korińtenja svih resursa hrane, dostupnih u suhoj, 
neplodnoj zemlji (Łuczaj i sur., 2013). 
MeĊu najuĉestalijim povrćem koje se moņe naći na dalmatinskim trņnicama, ubrajaju se: 
Sonchus oleraceus L., Compositae (zeljasti kostriń), Allium ampeloprasum L., 
Amaryllidaceae (divlji luk), Foeniculum vulgare Mill., Apiaceae (komoraĉ), Papaver rhoeas 
L., Papaveraceae (divlji mak), Daucus carota L., Apiaceae (divlja mrkva), Taraxacum sp., 
Asteraceae, (maslaĉak), Crepis spp., Compositae (dimak), Picris echioides L., Asteraceae i 
Urospermum picroides F.W.Schmidt, Asteraceae (zajedniĉkog imena hrastej), te Silene 
latifolia Poir, Caryophillaceae (uńac). TakoĊer, ĉesto se naĊu i kultivirane biljke poput Beta 
vulgaris L., Amaranthaceae (divlja repa) kao i razne vrste porodice Brassicaceae. Navedene 
biljne vrste se na trņnicama prodaju zajedno pod razliĉitim imenima, poput: ''mińanca'', 
''mińancija'', ''gruda'', ''parapaĉ'', ''pazija'' i ''divlje zelje''. U prehrani se koriste u kuhanom 
obliku i zaĉinjavaju se maslinovim uljem i solju. S druge strane, Asparagus acutifolis L., 
Asparagaceae (ńparoga), Tamus communis L., Dioscoreaceae (bljuńt) te pojedine vrste 
porodice Asteraceae, poznate pod nazivom ņućenica/radiĉ, se prodaju zasebno, u struĉku i 
konzumiraju se sirove ili kratko kuhane (Łuczaj i sur., 2013). 
Konzumacija divljih mjeńavina povrća ima dugu neprekinutu tradiciju i predstavlja dio 
tradicionalne dalmatinske bańtine. Dok je nekoć saĉinjavala glavni obrok, danas se mińancija 
uglavnom konzumira samo kao prilog uz glavno jelo. MeĊutim, u europskim zemljama (time i 
u Hrvatskoj), sve vińe raste popularnost vegetarijanske prehrane, tako da su paralelno prisutni 
znakovi degeneracije i oņivljavanja tradicije (Łuczaj i sur., 2013). 
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1.1.1. Allium ampeloprasum L., Amaryllidaceae, divlji luk 
Allium ampeloprasum L. (Amaryllidaceae), divlji luk, je biljna vrsta koja preferira 
sunĉana stanińta i suho tlo, a moņe narasti i do 1,8 m visine. U prehrani se koriste korijen, list 
i cvijet te se moņe konzumirati u sirovom i kuhanom obliku. Svoju primjenu nalazi i u 
medicinskom podruĉju, no znatno je blaņeg djelovanja u odnosu na srodni Allium sativum L., 
(Amaryllidaceae), ĉeńnjak (Allium ampeloprasum, www.pfaf.org ). 
 Ĉeńnjak je joń od davnina cijenjen kao zaĉin i lijek, a njegovo djelovanje je vińestrano. 
Osim antimikrobnog uĉinka, ima antitrombotiĉki i fibrinolitiĉki uĉinak te se koristi i kao 
pomoćno sredstvo u dijetama kod hiperlipemije (Schaffner i sur., 1999). 
 
  
Slika 1.  Allium ampeloprasum, divlji luk (http://database.prota.org).  
1.1.2. Sonchus spp., Compositae, kostriń 
Sonchus spp. (Compositae/Asteraceae), kostriń, je rod raznolikih biljnih vrsta iz porodice 
glavoĉika. U ispitivanoj mjeńavini prisutne su 4 vrste, meĊu vińe od 130 do danas poznatih 
vrsta ovog  roda. Listovi i stabljika koriste se najĉeńće u kulinarstvu kao salata ili zaĉin, ali 
primjenu nalaze i u medicini (Sonchus spp., www.pfaf.org).  
Sonchus arvensis L. (Compositae), poljski kostriń, je jedna od vrsta roda Sonchus 
interesantna u pakistanskoj prehani radi antioksidativnog (Khan, 2012) i antibakterijskog 
uĉinka (Xia i sur., 2011), a pripisuje joj se takoĊer i protuupalni uĉinak kod kolika i 
intestinalnih upala (Guarrera, Savo, 2013). Antimikrobno djelovanje se pripisuje i vrsti 
Sonchus oleraceus (L.) L. (Compositae), zeljasti kostriń (Xia i sur., 2011), a takoĊer se smatra 
da bi svoju primjenu mogao naći i u psihofarmakologiji radi primjećenog blagog 
anksiolitiĉkog djelovanja (Sarris i sur.,2013) uz brojna ostala pogodna i kurativna djelovanja 
na ljudsko zdravlje (Guarrera, Savo, 2013). 
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Slika 2. Sonchus spp., kostriń (http://nyc.books.plantsofsuburbia.com). 
 
1.1.3. Beta vulgaris L., Amaranthaceae, divlja repa 
Beta vulgaris, L. (Amaranthaceae), divlja repa, je lisnato povrće koje pripada porodici 
Amaranthaceae. Primjenjuje se preteņno u kulinarstvu u sirovom te kuhanom obliku, a jestive 
dijelove ĉine korijen i list (www.missouribotanicalgarden.org). 
Posljednjih godina raste interest za vrstu Beta vulgaris var. rubra L. (Amaranthaceae), 
crvenu divlju repu, radi potencijalne uĉinkovitosti u oĉuvanju zdravlja i prevenciji bolesti. 
Kao bogat izvor nitrata, crvena divlja repa prevenira hipertenziju i ima uĉinak u poboljńanju 
endotelne funkcije. TakoĊer, zahvaljujući betalain pigmentu, smatra se obećavajućim 
terapeutskim tretmanom u ńirokom rasponu patolońkih oboljenja povezanih sa upalom i 
oksidativnim stresom, odnosno pokazuje potentnu antioksidativnu, protuupalnu i 
kemopreventivnu aktivnost in vitro i in vivo (Clifford i sur., 2015). 
 
   
Slika 3. Beta vulgaris, divlja repa (http://database.prota.org ; http://nargil.ir/plant).  
 
1.1.4. Daucus carota L., Apiaceae, divlja mrkva 
Daucus carota L. (Apiaeceae), divlja mrkva, je dvogodińnja biljka iz porodice ńtitarki, tj. 
Apiaceae te se smatra jednom od najvaņnijih povrtnih namirnica. 
Bogat je izvor antioksidansa-lipofilnih karotenoida i hidrofilnih polifenola. Sadrņi 
vitamine C i E koji su prvi u obrani organizma od reakcija oksidativnog stresa. Divlja mrkva 
je vaņan je izvor i ostalih vitamina B kompleksa, poput pantotenske i folne kiseline, kao i 
ugljikohidrata te elemenata u tragovima poput Ca, P, Fe i Mg. MeĊu ostalim karakteristikama 
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znaĉajan uĉinak ima na poboljńanje vida, probave i sniņavanje kolesterola (Bystricka i sur., 
2015), a pripisuje joj se joń i antitumorski, antifungalni, antibakterijski i protuupalni uĉinak 
(Dawid i sur., 2015). 
 
     
Slika 4. Daucus carota, divlja mrkva (http://database.prota.org).  
1.1.5. Crepis spp., Compositae, dimak 
Rod Crepis, (Compositae/Asteraceae), dimak, broji vińe od 200 biljnih vrsta koje su 
rasprostranjene ńiroko u svijetu, izuzev Australije (Karaismailoglu, 2015).  
MeĊu vrstama, istiĉe se Crepis vesicaria L., (Compositae), mjehurasti dimak, koji se 
koristi u prehrani te ima diuretiĉki i laksativni (Sansanelli, Tassoni, 2014) te takoĊer 
hipoglikemijski i antihipertenzivni uĉinak (Guarrera, Savo, 2013). Zahvaljujući polifenolima, 
navedenoj biljci se takoĊer pripisuje i protektivan uĉinak na ońtećenje DNA uzrokovano 
oksidativnim stresom (Kapiszewska i sur., 2005). 
 
     
Slika 5. Crepis spp (http://www.naturespot.org.uk).  
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1.1.6. Foeniculum vulgare Mill., Apiaceae, komoraĉ 
Foeniculum vulgare Mill. (Apiaceae), komoraĉ, je jedna od najrasprostranjenijih 
medicinskih biljaka porodice ńtitarki, Apiaceae, s prvobitnim stanińtem na podruĉju 
Sredozemlja, a danas se uzgaja ńirom svijeta (Schaffner i sur., 1999). 
Koristi se kod lakńih ņeluĉano-crijevnih tegoba, poput konstipacije (Picon i sur., 2010) te 
protiv prehlade i bronhijalnog katara. Ekspektorans je te ima spazmolitiĉko i karminativno 
djelovanje, dok u vanjskoj primjeni sluņi kao vodica za umorne oĉi i kod funkcionalnih 
poremećaja vida (Schaffner i sur., 1999; Kuńtrak, 2005). Komoraĉu se pridaje i potencijalno 
inhibitorni uĉinak na diferencijaciju osteoklasta kod postmenopauzalne osteoporoze (Kim i 
sur., 2012). Sjemenke sadrņe oko 6 % eteriĉnog ulja koje se sastoji uglavnom od anetola s 
dodatkom estragola, fenhona i raznih terpena. Osim ulja, sjemenke sadrņavaju fitosterole, 
flavonoide i kumarine (Raal i sur., 2012). 
 
      
Slika 6.  Foeniculum vulgare, komoraĉ (http://www.naturespot.org.uk).  
1.1.7. Papaver rhoeas L., Papaveraceae, divlji mak 
Papaver rhoeas L. (Papaveraceae), divlji mak, je zeljasta biljka koja je svoju primjenu 
nańla u prehrani, posebno sjemenke, koje ne sadrņe toksiĉne alkaloide, cvjetovi i listovi, uz 
oprez da se listovi nakon cvatnje biljke ne smiju konzumirati. Zahvaljujući alkaloidima, divlji 
mak se, uz nadzor, moņe koristiti i u medicinske svrhe gdje ublaņava kańalj, olańava umjerenu 
bol, a moņe djelovati i kao sedativ, hipnotik i narkotik. (Papaver rhoeas, www.pfaf.org). 
TakoĊer, radi antioksidativnog, antimutagenog i antikarcinogenog uĉinka na Saccharomyces 
cerevisie, razmatra se njegova primjena kao aditiva u hrani (Todorova i sur., 2015). 
 
6 
 
 
Slika 7. Papaver rhoeas, divlji mak (http://www.naturespot.org.uk).  
 
1.2 UĈINAK POLIFENOLA NA LJUDSKI ORGANIZAM 
Polifenoli pokazuju raznolik uĉinak na ņańtitu ljudskog organizma. Imaju jaka 
antioksidacijska svojstva pa stoga ńtite stanice od ońtećenja uzrokovanog oksidacijskim 
stresom, ĉime se smanjuje rizik od bolesti poput kardiovaskularnih bolesti, osteoporoze, 
dijabetesa, raka i neurodegenerativnih bolesti (Shivashankara i Acharya, 2010). 
Zabiljeņena je pozitivna korelacija izmeĊu konzumacije prehrane bogate flavonoidima 
i smanjenja kardiovaskularnih morbiditeta i mortaliteta. Potiĉu jaĉanje krvnih ņila i imaju 
antiagregacijsku aktivnost ĉime smanjuju rizik nastajanja plakova u blizini ońtećenog endotela 
(Essa i sur., 2016). Antikancerogen potencijal flavonoida se primjećuje preko njihove uloge u 
inhibiranju inicijacije i progresije tumora. Induciraju apoptozu, inhibiraju angioneogenezu, 
zahvaljujući antioksidativnim svojstvima, te se ponańaju citotoksiĉno prema tumorskim 
stanicama (Essa i sur., 2016). Znaĉaj flavonoida u sprjeĉavanju neurodegenerativnih oboljenja 
je otkriven nedavno promatrajući utjecaj ņivotnih navika na dobne zdravstvene poremećaje. 
Unatoĉ velikom broju razliĉitih bolesti koje se skrivaju pod tim pojmom, jedino nekolicina, 
poput Parkinsonove i Alzheimerove bolesti, dominantno su vezane uz gubitak kognitivnih 
funkcija i pamćenja (Essa i sur., 2016). Poznato je da neke fenolne kiseline i flavonoidi mogu 
usporiti razvoj dijabetiĉkih komplikacija, poput dijabetiĉke retinopatije (Shin i sur., 2013) te 
postiņu antioksidativnu zańtitu β stanica guńteraĉe (Govindaraj i sur., 2015). 
Iako postoje brojni dokazi o povoljnim uĉincima polifenola u lijeĉenju i prevenciji 
najĉeńćih bolesti danańnjeg vremena, zańtitni uĉinci ovise o samoj biodostupnosti polifenolnih 
spojeva u organizmu te su potrebna dodatna kliniĉka istraņivanja da bi se dokazale navedene 
pretpostavke i odredio potpuni potencijal flavonoida. 
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1.3 POLIFENOLI 
Polifenoli su biolońki aktivne tvari vrlo rasprostranjene u prirodi i znaĉajno prisutne u 
ljudskoj prehrani. Sekundarni su metaboliti biljaka kojima sluņe za obranu od UV-zraĉenja ili 
napada patogena te za pigmentaciju, rast i razmnoņavanje (Manach i sur., 2004). 
Epidemiolońke studije upućuju da veći unos voća i povrća u prehrani moņe smanjiti rizik od 
mnogih kroniĉnih bolesti zahvaljujući sadrņaju polifenola (Shivashankara i Acharya, 2010). 
 Vińe od 8000 polifenolnih sastavnica otkriveno u raznim biljnim vrstama i time ĉine 
vrlo raznoliku skupinu kemijskih spojeva koje, na temelju njihove strukture i sliĉnih 
kemijskih svojstava, moņemo svrstati u nekoliko definiranih grupa. Razlikujemo 
fenolkarboksilne kiseline i derivate, flavonoide, kumarine, lignane, trjeslovine i antranoide. 
Svi polifenoli nastaju od zajedniĉkog intermedijera, fenilalanina, odnosno bliskog prekursora, 
ńikiminske kiseline (Pandey i sur., 2009). Po strukturi to su aromatski spojevi s vińe 
hidroksilnih supstituenata. Rijetko se nalaze u slobodnom obliku u prirodi, uglavnom su u 
esterificiranom  ili konjugiranom obliku (Ĉović i sur, 2009). 
Fenolni spojevi imaju najmanje jedan aromatski prsten s prikljuĉenom jednom ili vińe 
hidroksilnih skupina te se svrstavaju pod flavonoide i ne-flavonoide (Del Rio i sur, 2013). 
1.3.1 Flavonoidi 
Flavonoidi su polifenolni spojevi koji imaju strukturu tipa C6 -C3-C6 (dvije benzenske 
jezgre povezane propanskim lancem). U većine flavonoida sredińnji fragment povezan je s 
kisikom u heterocikliĉki prsten (Vladimir-Kneņević i Blaņeković, 2009). Na temelju 
raznolikosti heterocikliĉkog prstena, flavonoidi se mogu podijeliti u 6 podrazreda: flavonoli, 
flavoni, flavanoni, flavanoli, antocijanini i izoflavoni (Slika 8). Individualne razlike izmeĊu 
svake grupe uvjetovane su varijacijama u broju i poloņaju hidroksilnih skupina vezanih na 
benzenske jezgre kao i stupnjem alkilacije i/ili glikozilacije (Pandey i sur., 2009). Uglavnom 
se nalaze u glikozidnom obliku. Obiljeņava ih vrsta, broj i poloņaj ńećera vezanih na aglikon. 
Preteņno su O-glikozidi, a ńećer je najĉeńće vezan u poloņaju 3 i 7 (Vladimir-Kneņević i 
Blaņeković, 2008).  
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Slika 8. Podjela flavonoida prema strukturi (http://lpi.oregonstate.edu). 
1.3.2 Fenolne kiseline 
Fenolne kiseline, uz stilbene i lignane, se ubrajaju u skupinu ne-flavonoida, spojeva 
jednostavnije graĊe od flavonoida koji se sastoje od jednog benzenskog prstena. Velikog su 
prehrambenog znaĉaja te ĉine otprilike trećinu polifenolnih spojeva u prehrani (Del rio i sur., 
2013). 
Fenolne kiseline prisutne u biljnim drogama dijele se na hidroksibenzojeve kiseline i 
hidroksicimetne kiseline. Mogu biti u slobodnom obliku, u obliku estera ili glikozida. 
Osnovnu strukturu hidroksibenzojevih kiselina predstavlja C6-C1 jedinica, a meĊusobne 
razlike proizlaze iz hidroksilacije i metilacije aromatskog prstena (npr. galna i vanilinska 
kiselina). U biljnim drogama zastupljenije su hidroksicimetne kiseline (C-C) koje se takoĊer 
meĊusobno razlikuju prema hidroksilaciji i metilaciji aromatskog prstena. MeĊu njima su 
najuĉestalije kavena i kumarinska kiselina. Uglavnom se nalaze u obliku estera (npr. 
klorogenska i ruņmarinska kiselina), a rjeĊe u slobodnom obliku (Vladimir-Kneņević i 
Blaņeković, 2008). 
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Slika 9. Hidroksibenzojeva i hidroksicimetna kiselina (www.chemfaces.com).  
 
1.4 TEKUĆINSKA KROMATOGRAFIJA VISOKE DJELOTVORNOSTI  
Tekućinska kromatografija visoke djelotvornosti ( HPLC) je visoko efikasna razdjelna 
kromatografija koja se u 75% primjena danas koristi kao kromatografija obrnutih faza.  
Osnovni konstrukcijski dijelovi u HPLC kromatografu su rezervoar za otapala pokretne faze, 
pumpa, injektor, po mogućnosti predkolona, kolona za odjeljivanje i detektor. Otapala koja se 
koriste kao pokretna faza trebaju biti visoke ĉistoće i valja ih osloboditi otopljenih plinova ili 
suspendiranih ĉestica, npr., pomoću  mikroporoznih filtera pod  vakuumom. U kromatografiji 
obrnutih faza, mobilnu fazu najĉeńće ĉini smjesa otapala poput vode, metanola, acetonitrila i 
tetrahidrofurana razliĉitih udjela kako bi se postiglo ńto efikasnije odjeljivanje analita. Pumpa 
sluņi ubacivanju pokretne faze pod visokim tlakom (do 15 MPa) stalnom brzinom (0,1-10 cm-
3
min
-1
) u kolonu. Uzorak se unosi ''autosampler''-om, ili manualno mikrolitarskom ńpricom 
(''syringe'') kroz 6-kanalni ventil u sustav za injektiranje u kojoj se odrņava tlak. Predkolona 
sluņi za zańtitu kolone od mogućih oneĉińćenja, dok unutar same kolone dolazi do 
razdjeljivanja analita izmeĊu stacionarne i mobilne faze. Kolona je cijev duljine 20-25 cm, 
unutarnjeg promjera 4,6 mm i punjena je ĉesticama stacionarne faze veliĉine 5 ili 10 µm. U 
kromatografiji obrnutih faza koriste se kemijski modificirane ĉestice silika gela na kojima se 
nalaze alkilni lanci koji zapravo odreĊuju nepolarnost stacionarne faze. MeĊu detektorima 
najĉeńću primjenu nańao je DAD spektroskopski detektor kakav se i koristio u izradi ovog 
diplomskog rada, a u analitici se koriste joń detektori fluorescencije, detektori indeksa loma i 
fluorescencijski detektori (Lutteroti, 2012). 
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Slika 10. Shema HPLC ureĊaja (Lutteroti, 2012). 
 
Prilikom analize polarnih i lipofilnih grupa molekule lijeka, na koloni obrnutih faza najduņe 
će se zadrņati lipofilan spoj dok će se najpolarniji sastojak smjese eluirati prvi. Zadrņavanje 
tvari i selektivnost se podeńavaju variranjem sastava mobilne faze. Kod izokratne HPLC radi 
se s jednim otapalom stalnog sastava. Ukoliko ne dolazi do ņeljenog odjeljivanja, primjenjuje 
se gradijentna HPLC kod koje se sastav mobilne faze stalno mijenja ĉime se postiņe brņe i 
bolje odjeljivanje (Lutteroti, 2012). 
HPLC se koristi za odjeljivanja i odreĊivanja polarnih i nepolarnih spojeva u 
farmaceutskoj, biokemijskoj, forenziĉkoj, kliniĉkoj i industrijskoj praksi. Vaņna je primjena 
HPLC u ispitivanjima hrane, tla, zraka na prisustvo i sadrņaj ńtetnih tvari poput pesticida, 
polikloriranih bifenila ili policikliĉkih aromatskih ugljikovodika. HPLC se primjenjuje i za 
odjeljivanje alkana, lipida, steroida, ńećera i lipofilnih vitamina (Luterotti, 2012). 
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1.5 GRANIĈNE VRIJEDNOSTI UTVRĐIVANJA 
Graniĉne vrijednosti utvrĊivanja su analitiĉke znaĉajke postupka validacije. Prema 
regulatornim zahtjevima Dobre proizvoĊaĉke prakse (Good manufacturing praxis, GMP) i 
Dobre laboratorijske prakse (Good laboratory praxis. GLP) postupci validacije analitiĉkih 
postupaka su obavezni. Validacijom se utvrĊuje i dokumentira prikladnost ispitivanog 
analitiĉkog postupka za odreĊenu primjenu. I validacija analitiĉkog postupka jamĉi da će se u 
propisanim uvjetima njegove primjene dobiti valjani rezultati. Granica dokazivanja (engl. 
Limit of detection, LOD) je najniņa koncentracija analita koja se moņe dokazati, ali ne i 
odrediti, prema zadanim uvjetima metode. Granica odreĊivanja (engl. Limit of quantitation, 
LOQ) je najniņa koncentracija analita u uzorku i moguće ju je odrediti s prihvatljivom 
toĉnońću i preciznońću pri propisanim uvjetima metode. LOD i LOQ se odreĊuju 
razrjeĊivanjem ispitivane otopine, a predstavljaju omjer signala i ńuma (LOD=3:1 ili 2:1; 
LOQ=10:1), ili iz standardnog odstupanja signala i nagiba kalibracijskog pravca 
 
    
     
 
 i      
    
 
 
 
gdje je σ standardno odstupanje rezultata odgovarajućeg broja mjerenja signala slijepog 
uzorka, ostatno standardno odstupanje regresijskog pravca, ili standardno odstupanje y-
odsjeĉka regresijskog pravca, dok je a nagib kalibracijskog pravca. Granice dokazivanja i 
odreĊivanja se ispituju mjerenjem apsorbancije slijepog uzorka. Iz pripadajućeg standardnog 
odstupanja izmjerenih apsorbancija slijepog uzorka te nagiba pravca dobivenog regresijskom 
analizom izraĉuna se LOD i LOQ (Nigović i sur., 2014). 
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2. OBRAZLOŽENJE TEME 
Brojne studije upućuju da veći unos voća i povrća u prehrani moņe smanjiti rizik od 
mnogih kroniĉnih bolesti zahvaljujući sadrņaju polifenola. Biljne vrste koje su se ispitivale u 
ovom istraņivanju, prikupljene su na podruĉju juņne Dalmacije te se već godinama nalaze na 
trņnicama pod nazivom 'mińancija' ili 'divlje zelje'. Postale su dio prehrambene bańtine 
dalmatinskog podneblja i od pamtivijeka se pridaje vaņna uloga njihove konzumacije u 
sveobuhvatnom oĉuvanju ljudskog zdravlja. 
U ovom radu ispitivao se sadrņaj fenolnih kiselina i flavonoida u 12 ekstrakata tih biljnih 
vrsta. S obzirom da se zahvaljujući polifenolima moņe smanjiti rizik od brojnih kroniĉnih 
bolesti, istraņen je potencijal primjene navedenog tradicionalnog bilja u prevenciji i 
ublaņavanju simptoma raznih bolesti. 
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3. MATERIJALI I METODE 
3.1. MATERIJALI 
3.1.1 Biljni materijal 
U ovom radu ispitivano je 12 suhih ekstrakata biljaka, zbirnog imena ''mińancija'', koje 
su bile kupljene na trņnici Kvaternikov trg u Zagrebu, a prikupljene na podruĉju juņne 
Dalmacije. Identitet biljnih vrsta je ispitan na Zavodu za farmakognoziju pod vodstvom izv. 
prof. dr. sc. Zovko Konĉić te je utvrĊeno da se u smjesi nalaze: Allium ampeloprasum, Beta 
vulgaris, Daucus carota, Foeniculum vulgare, Papaver rhoeas, neutvrĊene vrste roda 
Sonchus spp. i Crepis spp. te dvije neidentificirane biljke. 
Svaka biljka je pojedinaĉno izvagana i naknadno osuńena. Suhe komponente su ponovno 
izvagane, a iz razlike masa se dobio postotak vlaņnosti. Suhe sastavnice su se usitnile u 
elektriĉnom mlinu kako bi se dobile fine, sitne ĉestice podobne za ekstrakciju. Etanol i voda 
su korińteni kao otapala u ekstrakciji. 
Postupak ekstrakcije: 1 dio droge (5g) : 10 dijelova 96% etanola (50 ml). Uzorci su 
stavljeni 30 min. na ultrazvuĉnu kupelj i zatim filtrirani. Postupak je ponovljen s ostatkom 
materijala pokuljenim s filter papira. Korińtena otapala: 96% etanol (25,0 ml), 50% etanol 
(37,5 ml), voda (50,0 ml). Nakon isparavanja etanola, uzorci su ponovo izvagani te potom 
liofilizirani. 
 
Tablica 1. Broj uzoraka i identifikacija biljaka. 
       Uzorak  Identifikacija   
1 Neidentificiran   
2 Neidentificiran   
3 Allium ampeloprasum      
4 Sonchus spp.   
5 Beta vulgaris   
6 Sonchus spp.   
7 Daucus carota    
8 Sonchus spp.   
9 Sonchus spp.   
  10 Crepis spp.   
  11 Foeniculum vulgare   
  12 Papaver rhoeas   
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3.1.2 Kemikalije 
Za izradu mobilnih faza korińteni su metanol, mravlja kiselina i voda za HPLC. Metanol 
(J.T. Baker, SAD), mravlja kiselina (Scharlau, Ńpanjolska), etanol 96% (GRAM – MOL 
d.o.o., Hrvatska). Za hidrolizu biljnih ekstrakata korińtena je klorovodiĉna kiselina 37% 
(Carlo Erba, Francuska) i voda za HPLC. Za kvalitativnu analizu ekstrakata korińteni su 
standardi: klorogenske, feruliĉne, sinapiĉne, protokatehuiĉne, vanilinske, p-kumarne 
siringiĉne, ruņmarinske, kavene, trans-cimetne, elagiĉne, galne kiseline te rutina, krizina, 
baikaleina, kemferola, katehin hidrata, kvercitrin hidrata, naringenina, kvercetin-3β-glukozida 
(izokvercitrin), apigenina, arbutina, fisetina, hesperitina, galangina i luteolina (Sigma-Aldrich, 
SAD). Sve korińtene kemikalije bile su analitiĉkog stupnja ĉistoće (p.a.). 
3.1.3 Instrumenti  
U ispitivanjima su korińteni sljedeći ureĊaji: centrifuga (Tehtnica ņelezniki, Slovenija), 
precizna vaga (Mettler Toledo, Ńvicarska), ultrazvuĉna kupelj (Sonorex digital 10P, Bandelin 
electronic, Njemaĉka), rotavapor (Büchi, Njemaĉka), HPLC (Agilent 1200 Series, Agilent 
Technologies, USA), DAD detektor (Agilent Technologies 1260 Infinity), magnetska 
mjeńalica (Wisd Laboratory Instruments, Witeg Njemaĉka). 
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3.2. METODE ISPITIVANJA 
3.2.1 Izrada standardnih otopina 
U radu su se koristili gotovi standardi protokatehuiĉne, vanilinske, ruņmarinske, galne, 
klorogenske, p-kumarne i feruliĉne kiseline te rutina, krizina, baikaleina, kemferola, luteolina, 
hesperetina, fisetina, katehin hidrata, naringenina, kvercitrin hidrata, apigenina, izokvercitrina, 
galangina, arbutina te siringiĉne, trans-cimetne, elagiĉne i sinapiĉne i kavene kiseline. 
IzraĊene standardne otopine pripremljene su otapanjem 1 mg standarda u 5 ml metanola za 
HPLC, ĉime je dobivena koncentracija od 0,2 mg/ml. Neposredno prije analiziranja, pribliņno 
1 ml pripremljenih otopina standarda je profiltriran u viale pomoću filtra za HPLC, a ostatak 
se sve do ponovne uporabe ĉuvao u hladnjaku na 4 ºC. 
3.2.2 Priprema uzoraka za analizu 
Za pripremu nehidroliziranih uzoraka, odvagnuto je 20 mg svakog etanolnog uzorka iz 
Tablice 1. i premjeńteno u odmjerne tikvice od 10 ml. Svim uzorcima se dodalo malo 
metanola za HPLC, a potom su se i potpuno otopili na ultrazvuĉnoj kupelji na sobnoj 
temperaturi. Odmjerne tikvice su se potom nadopunile do oznake 96%-tnim etanolom kako bi 
se otopine uzoraka izbistrile. 
Iz svakog uzorka se potom  uzelo otprilike 1-1,5 ml pomoću igle te injektiralo, pomoću 
filtar papira (promjera pora 0,45µm), u viale. Uzorci su se prenijeli u HPLC te se provela 
analiza. 
Za pripremu hidroliziranih uzoraka, iz gore navedenih, pripremljenih nehidroliziranih 
uzoraka, uzelo se po 1 ml otopine pomoću automatske pipete i premjestilo u epruvete za 
centrifugu. Potom se u svaku epruvetu dodalo joń 400 µl pripremljene 6M HCl (iz vode i 
37%-tne HCl). Epruvete su se zatvorile ĉepom na kojem je obiljeņen broj uzorka i uronile su 
se u vodenu kupelj na 2 h kako bi uzorci hidrolizirali. 
Nakon grijanja na vodenoj kupelji, otopine su se pomoću filtar papira profiltrirale u 
odmjerne tikvice od 5 ml i nadopunile metanolom za HPLC do oznake. Dio otopine svakog 
hidroliziranog ostatka (otprilike 1 ml) je profiltriran kroz filtar (promjera pora 0,45 µm) u 
viale te su se uzorci prenijeli u HPLC ureĊaj. 
3.2.3 HPLC analiza 
HPLC analiza nehidroliziranih i hidroliziranih uzoraka provedena je na HPLC-u s DAD 
detektorom. Separacija je provedena na Zorbax C18 koloni (250 mm x 4,6 mm sa veliĉinom 
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ĉestica od 5 μm, Agilent Technologies, USA). Za mobilnu fazu A korińtena je smjesa vode za 
HPLC, metanola i mravlje kiseline (93:5:2), a za mobilnu fazu B smjesa vode za HPLC, 
metanola i mravlje kiseline (3:95:2). Eluacija sastavnica provedena je pri brzini protoka od 
1,0 ml/min, a aplicirani volumen iznosio je 100 μl za nehidrolizirane uzorke (izuzev uzoraka 
pod brojem 6 i 7 za koje se uzelo 10 µl) i 100 μl za hidrolizirane uzorke. Separacija se 
provodila na temperaturi od 40 °C primjenom metode gradijenta sljedećim rasporedom: 0 min 
20% B, 10 min 40% B, 35 min 50% B, 45 min 80% B, 50 min 20% B. Ovi uvjeti bili su 
odrņavani 10 minuta i zatim vraćeni na poĉetne unutar 3 minute. Kromatogrami uzoraka i  
standarada promatrani su na slijedećim valnim duljinama: 270 nm, 290 nm, 320 nm i 373 nm. 
Kvantifikacija kromatografskih pikova izvrńena je na valnim duljinama na kojima pojedine 
sastavnice pokazuju najveću apsorpciju UV zraĉenja. Tako su na valnoj duljini 270 nm 
kvantificirane trans-cimetna, elagiĉna, galna i protokatehuiĉna kiselina te kvercitrin hidrat, 
izokvercitrin, galangin, katehin hidrat, baikalein, krizin i rutin. Na valnoj duljini 290 nm 
kvantificirani su naringenin, arbutin, hesperetin, luteolin, siringiĉna i vanilinska kiselina. Na 
valnoj duljini 320 nm kvantificirane su fenolne kiseline poput kavene, sinapiĉne, feruliĉne, p-
kumarne, ruņmarinske, klorogenske kiseline te apigenina, dok na 373 nm su se kvantificirale 
kemferol i fisetin. 
 Komponente nehidroliziranih i hidroliziranih uzoraka ekstrakata identificirane su 
usporeĊivanjem njihovih vremena zadrņavanja s retencijskim vremenima standarada fenolnih 
kiselina (feruliĉna, sinapiĉna, p-kumarna, ruņmarinska, kavena, klorogenska, elagiĉna, trans-
cimetna, vanilinska, siringiĉna,galna, protokatehuiĉna), te retencijskim vremenima standarada 
flavonoidnih aglikona (fisetin, katehin hidrat, naringenin, apigenin, galangin, hesperetin, 
baikalein, luteolin, kemferol, krizin, kvercitrin hidrat) i flavonoidnih glikozida rutina, arbutina 
i izokvercitrina. Njihova prisutnost je dodatno potvrĊena usporeĊivanjem UV-spektara 
pripadajućih kromatografskih pikova u uzorku i pikova ĉistih standarada. Kvantifikacija 
ispitivanih sastavnica provedena je pomoću baņdarnih pravaca standarada te je izraņena u mg 
standarda na 1 g uzorka. 
3.2.4 Baždarni dijagrami i kvantifikacija 
Baņdarni dijagrami su dobiveni apliciranjem odreĊenih volumena otopina standarada 
istom metodom na HPLC-u. Za standarde feruliĉne, klorogenske, ruņmarinske kiseline, 
luteolina i krizina, aplicirani volumeni su iznosili 2, 4, 6, 8 i 10 µl. Volumeni otopine 
standarda rutina su iznosili 1, 3, 5, 7 i 9 µl, a za otopinu standarda siringiĉne kiseline, 10, 20, 
30, 40 i 50 µl. Za standard kavene kiseline, aplicirani volumeni su iznosili 3, 6, 10, 15, 20 i 30 
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µl. Konstruirani su baņdarni pravci koji pokazuju ovisnost povrńine ispod krivulje (AUC) o 
masi standarda. Iz jednadņbe dobivenog pravca izraĉunata je masa standarda koja odgovara 
dobivenoj povrńini ispod krivulje te je prema sljedećoj formuli izraĉunat maseni udio 
standarda u uzorku (mg/g): 
 
w(mg/g)= m1 x V1 / m2 x V2 
 
V1 - volumen prireĊene otopine uzorka u μL 
V2 - volumen injektiranja u μL 
m1 - masa standarda 
m2 - odvaga uzorka u mg 
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4. REZULTATI 
4.1 BAŽDARNI PRAVCI STANDARADA 
4.1.1 Klorogenska kiselina 
IzraĊen je baņdarni pravac za klorogensku kiselinu (Graf 1) koja pokazuje retencijsko 
vrijeme od 7,003 minuta na valnoj duljini λ=320 nm (Slika 11). Regresijskom analizom 
odreĊena je jednadņba baņdarnog pravca: y = 2587,3x + 73,42, gdje y predstavlja povrńinu 
ispod kromatografskog pika, a x masu klorogenske kiseline u μg. Limiti detekcije i 
odreĊivanja izraĉunati su na temelju prethodno navedenih jednadņbi te su dobivene sljedeće 
vrijednosti: LOD iznosi 0,04 μg/ml, a LOQ iznosi 0,11 μg/ml.  
 
 
 
Graf 1. Baņdarni pravac ovisnosti povrńine ispod krivulje o masi klorogenske kiseline. 
 
 
 
 
Slika 11. Kromatogram standarda klorogenske kiseline. 
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4.1.2 Kavena kiselina 
IzraĊen je baņdarni pravac za kavenu kiselinu (Graf 2) koja pokazuje retencijsko vrijeme 
u od 8,397 minuta na valnoj duljini λ=320 nm (Slika 12). Regresijskom analizom odreĊena je 
jednadņba baņdarnog pravca: y = 3059,5x + 231,91, gdje y predstavlja povrńinu ispod 
kromatografskog pika, a x masu kavene kiseline u μg. Limiti detekcije i odreĊivanja 
izraĉunati su na temelju prethodno navedenih jednadņbi te su dobivene sljedeće vrijednosti: 
LOD iznosi 0,04 μg/ml, a LOQ iznosi 0,12 μg/ml. 
 
 
 
Graf 2. Baņdarni pravac ovisnosti povrńine ispod krivulje o masi kavene kiseline. 
 
 
 
 
Slika 12. Kromatogram standarda kavene kiseline. 
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4.1.3 Feruliĉna kiselina 
IzraĊen je baņdarni pravac za feruliĉnu kiselinu (Graf 3) koja pokazuje retencijsko vrijeme 
od 12,920 minuta na valnoj duljini λ=320 nm (Slika 13). Regresijskom analizom odreĊena je 
jednadņba baņdarnog pravca: y = 5230,9x - 40,33 gdje y predstavlja povrńinu ispod 
kromatografskog pika, a x masu feruliĉne kiseline u μg. Limiti detekcije i odreĊivanja 
izraĉunati su na temelju prethodno navedenih jednadņbi te su dobivene sljedeće vrijednosti: 
LOD iznosi 0,03 μg/ml, a LOQ iznosi 0,08 μg/ml. 
 
 
 
Graf 3. Baņdarni pravac ovisnosti povrńine ispod krivulje o masi feruliĉne kiseline 
 
 
 
 
Slika 13. Kromatogram standarda feruliĉne kiseline. 
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4.1.4 Ružmarinska kiselina 
IzraĊen je baņdarni pravac za ruņmarinsku kiselinu (Graf 4) koja pokazuje retencijsko 
vrijeme od 16,581 minuta na valnoj duljini λ=320 nm (Slika 14). Regresijskom analizom 
odreĊena je jednadņba baņdarnog pravca: y = 2376,3x + 21,44, gdje y predstavlja povrńinu 
ispod kromatografskog pika, a x masu ruņmarinske kiseline u μg. Limiti detekcije i 
odreĊivanja izraĉunati su na temelju prethodno navedenih jednadņbi te su dobivene sljedeće 
vrijednosti: LOD iznosi 0,003 μg/ml, a LOQ iznosi 0,01 μg/ml. 
 
 
 
Graf 4. Baņdarni pravac ovisnosti povrńine ispod krivulje o masi ruņmarinske kiseline. 
 
 
 
 
Slika 14. Kromatogram standarda ruņmarinske kiseline. 
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4.1.5 Siringiĉna kiselina 
IzraĊen je baņdarni pravac za siringiĉnu kiselinu (Graf 5) koja pokazuje retencijsko 
vrijeme od 9,403 minute na valnoj duljini λ=290 nm (Slika 15). Regresijskom analizom 
odreĊena je jednadņba baņdarnog pravca: y = 3373,8x – 848,88, gdje y predstavlja povrńinu 
ispod kromatografskog pika, a x masu siringiĉne kiseline u μg. Limiti detekcije i odreĊivanja 
izraĉunati su na temelju prethodno navedenih jednadņbi te su dobivene sljedeće vrijednosti: 
LOD iznosi 0,019 μg/ml, a LOQ iznosi 0,059 μg/ml. 
 
 
 
Graf 5. Baņdarni pravac ovisnosti povrńine ispod krivulje o masi siringiĉne kiseline. 
 
 
 
 
Slika 15. Kromatogram standarda siringiĉne kiseline. 
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4.1.6 Luteolin 
IzraĊen je baņdarni pravac za luteolin (Graf 6) koji pokazuje retencijsko vrijeme od 
29,806 minuta na valnoj duljini λ=290 nm (Slika 16). Regresijskom analizom odreĊena je 
jednadņba baņdarnog pravca: y = 2787,2x - 46,6, gdje y predstavlja povrńinu ispod 
kromatografskog pika, a x masu luteolina u μg. Limiti detekcije i odreĊivanja izraĉunati su na 
temelju prethodno navedenih jednadņbi te su dobivene sljedeće vrijednosti: LOD iznosi 0,025 
μg/ml, a LOQ iznosi 0,077 μg/ml. 
 
 
 
Graf 6.  Baņdarni pravac ovisnosti povrńine ispod krivulje o masi luteolina. 
 
 
 
 
Slika 16. Kromatogram standarda luteolina. 
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4.1.7 Krizin  
IzraĊen je baņdarni pravac za krizin (Graf 7) koji pokazuje retencijsko vrijeme od 47,153 
minute na valnoj duljini λ=270 nm (Slika 17). Regresijskom analizom odreĊena je jednadņba 
baņdarnog pravca: y = 5963,8 - 36,22, gdje y predstavlja povrńinu ispod kromatografskog 
pika, a x masu krizina u μg. Limiti detekcije i odreĊivanja izraĉunati su na temelju prethodno 
navedenih jednadņbi te su dobivene sljedeće vrijednosti: LOD iznosi 0,022 μg/ml, a LOQ 
iznosi 0,066 μg/ml. 
 
 
 
Graf 7. Baņdarni pravac ovisnosti povrńine ispod krivulje o masi krizina 
 
 
 
 
Slika 17. Kromatogram standarda krizina. 
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4.1.8 Rutin 
IzraĊen je baņdarni pravac za rutin (Graf 8) koji pokazuje retencijsko vrijeme od 15,328 
minuta na valnoj duljini λ=270 nm (Slika 18). Regresijskom analizom odreĊena je jednadņba 
baņdarnog pravca: y = 1174,6 + 25,405 gdje y predstavlja povrńinu ispod kromatografskog 
pika, a x masu rutina u μg. Limiti detekcije i odreĊivanja izraĉunati su na temelju prethodno 
navedenih jednadņbi te su dobivene sljedeće vrijednosti: LOD iznosi 0,013 μg/ml, a LOQ 
iznosi 0,039 μg/ml. 
 
 
 
Graf 8. Baņdarni pravac ovisnosti povrńine ispod krivulje o masi rutina. 
 
 
 
 
Slika 18. Kromatogram standarda rutina 
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4.2 KVANTITATIVNA ANALIZA POLIFENOLA U UZORCIMA 
4.2.1 Uzorak 1 
HPLC analiza Uzorka 1 te usporedba dobivenog kromatograma (Slike 19 i 20) sa 
kromatogramima standarada (Slike 11, 13, 14 i 18.) 
i usporedba UV spektara pripadajućih kromatografskih pikova, pokazala je da su u uzorku 
bile prisutne klorogenska, feruliĉna, ruņmarinska kiselina i rutin. Klorogenska kiselina je bila 
prisutna u koliĉini od 3,91 mg/g uzorka, feruliĉna u koliĉini od 0,44 mg/g, a ruņmarinska 
kiselina u koliĉini od 0,76 mg/g uzorka. Rutin je bio prisutan u koliĉini od 2,87 mg/g uzorka. 
Navedeni iznosi ulaze u granice LOD-a i LOQ-a. 
 
 
Slika 19. Kromatogram Uzorka 1 (270 nm). 
 
 
Slika 20. Kromatogram Uzorka 1 (320 nm). 
 
HPLC analiza hidroliziranog Uzorka 1 u mińanciji  te usporedba dobivenog kromatograma 
(Slike 21 i 22) s kromatogramom standarada (Slike 12, 14 i 15) i usporedba UV spektra 
pripadajućih kromatografskih pikova, pokazala je da su u uzorku prisutne fenolne kiseline, 
odnosno, kavena, ruņmarinska i siringiĉna kiselina. Kavena kiselina je prisutna u koliĉini od 
1,53 mg/g uzorka, ruņmarinska u koliĉini od 0,69 mg/g, dok siringiĉna ima u koliĉini od 7,80 
mg/g uzorka. Navedeni iznosi ulaze u granice LOD-a i LOQ-a. 
 
Klorogenska k. Ruņmarinska k. 
Feruliĉna k. 
Rutin 
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Slika 21. Kromatogram Uzorka 1 nakon hidrolize (290 nm). 
 
 
Slika 22. Kromatogram Uzorka 1 nakon hidrolize (320 nm). 
 
U Uzorku 1 nisu pronaĊene trans-cimetna, elagiĉna, sinapiĉna, protokatehuiĉna, 
vanilinska, p-kumarna, galna kiselina, kao ni katehin hidrat, naringenin, kvercitrin hidrat, 
izokvercitrin, apigenin, galangin, arbutin, fisetin, hesperitin, kemferol, baikalein, luteolin te 
krizin. 
4.2.2 Uzorak 2 
HPLC analiza Uzorka 2 te usporedba dobivenog kromatograma (Slika 23) sa 
kromatogramima standarada (Slike 11, 13, 14) i usporedba UV spektara pripadajućih 
kromatografskih pikova, pokazala je da su u uzorku bile prisutne klorogenska, feruliĉna i 
ruņmarinska kiselina. Klorogenska kiselina je bila prisutna u koliĉini od 7,23 mg/g, feruliĉna 
u koliĉini od 0,62 mg/g, a ruņmarinske kiseline je bilo 0,58 mg/g. Navedeni iznosi ulaze u 
granice LOD-a i LOQ-a. 
 
Siringiĉna k. 
Kavena k. Ruņmarinska k. 
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Slika 23. Kromatogram Uzorka 2 (320 nm). 
 
HPLC analiza hidroliziranog Uzorka 2 te usporedba dobivenog kromatograma (Slike 24, 
25) s kromatogramom standarada (12, 14, 15) i usporedba UV spektra pripadajućih 
kromatografskih pikova, pokazala je prisutstvo kavene, ruņmarinske i siringiĉne kiseline. 
Kavene kiseline je bilo prisutno 0,8 mg/g uzorka, ruņmarinske 1,77 mg/g, dok je siringiĉne 
kiseline bilo prisutno 6,34 mg/g uzorka. Navedeni iznosi ulaze u granice LOD-a i LOQ-a. 
 
 
Slika 24. Kromatogram Uzorka 2 nakon hidrolize (290 nm). 
 
 
Slika 25. Kromatogram Uzorka 2 nakon hidrolize (320 nm). 
 
 U Uzorku 2 nisu pronaĊene trans-cimetna, elagiĉna, sinapiĉna, protokatehuiĉna, 
vanilinska, p-kumarna, galna kiselina, kao ni katehin hidrat, naringenin, kvercitrin hidrat, 
izokvercitrin, apigenin, galangin, arbutin, fisetin, hesperitin, kemferol, baikalein, luteolin, 
krizin te rutin. 
Klorogenska k. 
Feruliĉna k. Ruņmarinska k. 
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Kavena k. 
Ruņmarinska k. 
 k. 
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4.2.3  Uzorak 3 
HPLC analiza Uzorka 3 te usporedba dobivenog kromatograma (Slike 26 i 27) sa 
kromatogramima standarada (Slike 11 i 18) i usporedba UV spektara pripadajućih 
kromatografskih pikova, pokazala je da su u uzorku bile prisutne klorogenska kiselina i rutin. 
Klorogenske kiseline je bilo u prisutnosti od 0,22 mg/g, dok je rutina bilo u koliĉini od 0,03 
mg/g uzorka. Iznos klorogenske kiseline ulazi u granice LOD-a i LOQ-a, dok je navedeni 
iznos za rutin ne ulazi u granice za LOQ. 
 
 
Slika 26. Kromatogram Uzorka 3 (270 nm). 
 
 
Slika 27. Kromatogram Uzorka 3 (320 nm). 
 
HPLC analiza hidroliziranog Uzorka 3 te usporedba dobivenog kromatograma (Slika 28) s 
kromatogramom standarada (Slika 15) i usporedba UV spektra pripadajućih kromatografskih 
pikova, pokazala je prisutstvo siringiĉne kiseline u koliĉini od 6,95 mg/g uzorka. Navedeni 
iznos ulazi u granice LOQ-a.  
 
Rutin 
Klorogenska k. 
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Slika 28. Kromatogram Uzorka 3 nakon hidrolize (290 nm). 
 
U Uzorku 3 nisu pronaĊene trans-cimetna, elagiĉna, sinapiĉna, protokatehuiĉna, 
vanilinska, p-kumarna, galna, kavena, feruliĉna, ruņmarinska kiselina, kao ni katehin hidrat, 
naringenin, kvercitrin hidrat, izokvercitrin, apigenin, galangin, arbutin, fisetin, hesperitin, 
kemferol, baikalein, luteolin te krizin. 
4.2.4 Uzorak 4 
HPLC analiza Uzorka 4 te usporedba dobivenog kromatograma (Slika 29) s 
kromatogramom standarada (Slike 11, 13) i usporedba UV spektra pripadajućih 
kromatografskih pikova, pokazala je prisutstvo fenolnih kiseline i to klorogenske i feruliĉne 
kiseline. Klorogenska kiselina je bila u koliĉini od 0,18 mg/g, dok je feruliĉne kiseline bilo u 
koliĉini od 1,52 mg/g uzorka. Navedeni iznosi ulaze u granice LOD-a i LOQ-a. 
 
 
Slika 29. Kromatogram Uzorka 4 (320 nm). 
 
HPLC analiza hidroliziranog Uzorka 4 te usporedba dobivenog kromatograma (Slika 30) s 
kromatogramom standarada (Slika 15) i usporedba UV spektra pripadajućih kromatografskih 
pikova, pokazala je prisutstvo siringiĉne kiseline i to u koliĉini od 8,43 mg/g uzorka. 
Navedeni iznos ulazi u granice LOQ-a. 
 
Siringiĉna k. 
Klorogenska k. 
Feruliĉna k. 
31 
 
 
Slika 30. Kromatogram Uzorka 4 nakon hidrolize (290 nm). 
 
U Uzorku 4 nisu pronaĊene trans-cimetna, elagiĉna, sinapiĉna, protokatehuiĉna, 
vanilinska, p-kumarna, galna, kavena, ruņmarinska kiselina, kao ni katehin hidrat, naringenin, 
kvercitrin hidrat, izokvercitrin, apigenin, galangin, arbutin, fisetin, hesperitin, kemferol, 
baikalein, luteolin, rutin te krizin. 
4.2.5 Uzorak 5 
HPLC analiza Uzorka 5 te usporedba dobivenog kromatograma (Slika 31) s 
kromatogramom standarada (Slika 13) i usporedba UV spektra pripadajućih kromatografskih 
pikova, pokazala je prisutstvo feruliĉne kiseline u koliĉini od 0,43 mg/g uzorka. Navedeni 
iznos ulazi u granice LOD-a i LOQ-a. 
 
 
Slika 31. Kromatogram Uzorka 5 (320 nm). 
 
HPLC analiza hidroliziranog Uzorka 5  te usporedba dobivenog kromatograma (Slika 32) 
s kromatogramom standarada (Slika 15) i usporedba UV spektra pripadajućih 
kromatografskih pikova, pokazala je prisutnost  siringiĉne kiseline u koliĉini od 6,50 mg/g 
uzorka. Navedeni iznos ulazi u granice LOQ-a. 
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Slika 32. Kromatogram Uzorka 5 nakon hidrolize (290 nm). 
 
U Uzorku 5 nisu pronaĊene trans-cimetna, elagiĉna, sinapiĉna, protokatehuiĉna, 
vanilinska, p-kumarna, galna, kavena, klorogenska, ruņmarinska kiselina, kao ni katehin 
hidrat, naringenin, kvercitrin hidrat, izokvercitrin, apigenin, galangin, arbutin, fisetin, 
hesperitin, kemferol, baikalein, luteolin, rutin te krizin. 
4.2.6 Uzorak 6 
HPLC analiza Uzorka 6  te usporedba dobivenog kromatograma (Slika 33) s 
kromatogramom standarada (Slika 13) i usporedba UV spektra pripadajućih kromatografskih 
pikova, pokazala je prisutstvo feruliĉne kiseline u koliĉini od 1,84 mg/g uzorka. Navedeni 
iznos ulazi u granice LOD-a i LOQ-a. 
 
 
Slika 33. Kromatogram Uzorka 6 (320 nm). 
 
HPLC analiza hidroliziranog Uzorka 6  i usporedba dobivenog kromatograma (Slika 34 i 
35) s kromatogramom standarada (Slike 14 i 17) i usporedba UV spektra pripadajućih 
kromatografskih pikova, pokazala je prisutstvo krizina i ruņmarinske kiseline. Krizin je bio 
prisutan u koliĉini od 3,48 mg/g uzorka, dok je ruņmarinske kiseline bilo 0,97 mg/g uzorka. 
Navedeni iznosi ulaze u granice LOD-a i LOQ-a. 
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Slika 34. Kromatogram Uzorka 6 nakon hidrolize (270 nm). 
 
 
Slika 35. Kromatogram Uzorka 6 nakon hidrolize (320 nm). 
 
U Uzorku 6 nisu pronaĊene trans-cimetna, elagiĉna, sinapiĉna, protokatehuiĉna, 
vanilinska, p-kumarna, galna, kavena,klorogenska, siringiĉna kiselina, kao ni katehin hidrat, 
naringenin, kvercitrin hidrat, izokvercitrin, apigenin, galangin, arbutin, fisetin, hesperitin, 
kemferol, baikalein, luteolin te rutin. 
4.2.7 Uzorak 7 
HPLC analiza Uzorka 7 te usporedba dobivenog kromatograma (Slika 36) s 
kromatogramom standarada (Slika 11) i usporedba UV spektra pripadajućih kromatografskih 
pikova, pokazala je prisutstvo klorogenske kiseline i to 34,69 mg/g uzorka. Navedeni iznos 
ulazi u granice LOD-a i LOQ-a. 
 
 
Slika 36. Kromatogram Uzorka 7 (320 nm). 
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HPLC analiza hidroliziranog Uzorka 7  te usporedba dobivenog kromatograma (Slike 37, 
38 i 39) s kromatogramom standarada (Slike 14, 15, 16) i usporedba UV spektra pripadajućih 
kromatografskih pikova, pokazala je prisutstvo luteolina, siringiĉne i ruņmarinske kiseline. 
Luteolin je bio prisutan u koliĉini od 3,01 mg/g, siringiĉna u koliĉini od 10,09 mg/g, dok je 
ruņmarinske kiseline bilo prisutno 2,83 mg/g uzorka. Navedeni iznosi ulaze u granice LOD-a i 
LOQ-a. 
 
 
Slika 37. Kromatogram Uzorka 7 nakon hidrolize (270 nm). 
 
 
Slika 38. Kromatogram Uzorka 7 nakon hidrolize (290 nm). 
 
 
Slika 39. Kromatogram Uzorka 7 nakon hidrolize (320 nm). 
 
U Uzorku 7 nisu pronaĊene trans-cimetna, elagiĉna, sinapiĉna, protokatehuiĉna, 
vanilinska, p-kumarna, galna, kavena, feruliĉna kiselina, kao ni katehin hidrat, naringenin, 
Luteolin 
 
Siringiĉna k. 
 
Ruņmarinska k. 
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kvercitrin hidrat, izokvercitrin, apigenin, galangin, arbutin, fisetin, hesperitin, kemferol, 
baikalein, rutin te krizin. 
4.2.8 Uzorak 8 
HPLC analiza Uzorka 8 te usporedba dobivenog kromatograma (Slika 40) s 
kromatogramom standarada (Slike 11 i 13) i usporedba UV spektra pripadajućih 
kromatografskih pikova, pokazala je prisutstvo klorogenske i feruliĉne kiseline. Klorogenske 
je bilo 0,11 mg/g, dok je feruliĉne kiseline bilo prisutno 2,63 mg/g uzorka. Navedeni iznosi 
ulaze u granice LOD-a i LOQ-a. 
 
 
Slika 40. Kromatogram Uzorka 8 (320 nm). 
 
HPLC analiza hidroliziranog Uzorka 8 te usporedba dobivenog kromatograma (Slika 41) 
s kromatogramom standarada (Slika 15) i usporedba UV spektra pripadajućih 
kromatografskih pikova, pokazala je prisutstvo siringiĉne kiseline u koliĉini od 9,54 mg/g 
uzorka. Navedeni iznos ulazi u granice LOQ-a. 
 
 
Slika 41. Kromatogram Uzorka 8 nakon hidrolize (290 nm). 
 
U Uzorku 8 nisu pronaĊene trans-cimetna, elagiĉna, sinapiĉna, protokatehuiĉna, 
vanilinska, p-kumarna, galna, kavena, ruņmarinska kiselina, kao ni katehin hidrat, naringenin, 
Siringiĉna k. 
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kvercitrin hidrat, izokvercitrin, apigenin, galangin, arbutin, fisetin, hesperitin, kemferol, 
baikalein, luteolin, rutin te krizin. 
4.2.9 Uzorak 9 
HPLC analiza Uzorka 9 (Slika 42) te usporedba dobivenog kromatograma s 
kromatogramom standarada (Slike 11, 13, 14) i usporedba UV spektra pripadajućih 
kromatografskih pikova, pokazala je prisutstvo fenolnih kiselina i to: klorogenske, feruliĉne i 
ruņmarinske kiseline. Klorogenska kiselina se nalazila u koliĉini od 0,71 mg/g, feruliĉna u 
koliĉini 5,07 mg/g, a ruņmarinske kiseline je bilo prisutno 0,13 mg/g uzorka. Navedeni iznosi 
ulaze u granice LOD-a i LOQ-a. 
 
 
Slika 42. Kromatogram Uzorka 9 (320 nm). 
 
HPLC analiza hidroliziranog Uzorka 9 (Slika 43) te usporedba dobivenog kromatograma 
s kromatogramom standarada (Slika 15) i usporedba UV spektra pripadajućih 
kromatografskih pikova, pokazala je prisutstvo siringiĉne kiseline u koliĉini od 9,37 mg/g 
uzorka. Navedeni iznos ulazi u granice LOQ-a. 
 
 
Slika 43. Kromatogram Uzorka 9 nakon hidrolize (290 nm). 
 
U Uzorku 9 nisu pronaĊene trans-cimetna, elagiĉna, sinapiĉna, protokatehuiĉna, 
vanilinska, p-kumarna, galna, kavena kiselina, kao ni katehin hidrat, naringenin, kvercitrin 
Klorogenska k. 
 
Feruliĉna k. 
 
Ruņmarinska k. 
 
Siringiĉna k. 
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hidrat, izokvercitrin, apigenin, galangin, arbutin, fisetin, hesperitin, kemferol, baikalein, 
luteolin, rutin te krizin. 
4.2.10  Uzorak 10 
HPLC analiza Uzorka 10 (Slika 44), te usporedba dobivenog kromatograma s 
kromatogramom standarada (Slike 11, 12, 13, 14) i usporedba UV spektra pripadajućih 
kromatografskih pikova, pokazala je prisutstvo fenolnih kiselina: klorogenske, kavene, 
feruliĉne i ruņmarinske kiseline. Klorogenske kiseline je bilo 0,18 mg/g, kavene 0,66 mg/g, 
dok je feruliĉna kiselina bila prisutna u koliĉini od 2,59 mg/g, a ruņmarinska u koliĉini od 
0,13 mg/g uzorka. Navedeni iznosi ulaze u granice LOD-a i LOQ-a. 
 
 
Slika 44. Kromatogram Uzorka 10 (320 nm). 
 
HPLC analiza hidroliziranog Uzorka 10 (Slika 45) te usporedba dobivenog kromatograma 
s kromatogramom standarada (Slike 12 i 13) i usporedba UV spektra pripadajućih 
kromatografskih pikova, pokazala je prisutstvo kavene i feruliĉne kiseline. Kavena kiselina se 
nalazila u koliĉini od 0,17 mg/g, dok je feruliĉne kiseline bilo 0,29 mg/g. Navedeni iznosi 
ulaze u granice LOD-a i LOQ-a. 
 
 
Slika 45. Kromatogram Uzorka 10 nakon hidrolize (320 nm). 
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U Uzorku 10 nisu pronaĊene trans-cimetna, elagiĉna, sinapiĉna, protokatehuiĉna, 
vanilinska, p-kumarna, galna, siringiĉna kiselina, kao ni katehin hidrat, naringenin, kvercitrin 
hidrat, izokvercitrin, apigenin, galangin, arbutin, fisetin, hesperitin, kemferol, baikalein, 
luteolin, rutin te krizin. 
4.2.11  Uzorak 11 
HPLC analiza Uzorka 11 te usporedba dobivenog kromatograma (Slika 46) s 
kromatogramom standarada (Slike 11 i 13) i usporedba UV spektra pripadajućih 
kromatografskih pikova, pokazala je prisutstvo klorogenske i feruliĉne fenolne kiseline. 
Klorogenske kiseline je bilo u koliĉini od 2,22 mg/g, a feruliĉne kiseline 0,24 mg/g. Navedeni 
iznosi ulaze u granice LOD-a i LOQ-a. 
 
 
Slika 46. Kromatogram Uzorka 11 (320 nm). 
 
HPLC analiza hidroliziranog Uzorka 11 (Slika 47) te usporedba dobivenog 
kromatograma s kromatogramom standarada (Slika 15) i usporedba UV spektra pripadajućih 
kromatografskih pikova, pokazala je prisutstvo siringiĉne kiseline u koliĉini od 6,39 mg/g 
uzorka. Navedeni iznos ulazi u granice LOQ-a. 
 
 
Slika 47. Kromatogram Uzorka 11 nakon hidrolize (290 nm). 
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U Uzorku 11 nisu pronaĊene trans-cimetna, elagiĉna, sinapiĉna, protokatehuiĉna, 
vanilinska, p-kumarna, galna, kavena, ruņmarinska kiselina, kao ni katehin hidrat, naringenin, 
kvercitrin hidrat, izokvercitrin, apigenin, galangin, arbutin, fisetin, hesperitin, kemferol, 
baikalein, luteolin, rutin te krizin. 
4.2.12  Uzorak 12 
HPLC analiza Uzorka 12 (Slika 48), te usporedba dobivenog kromatograma s 
kromatogramom standarada (Slike 11 i 12) i usporedba UV spektra pripadajućih 
kromatografskih pikova, pokazala je prisutstvo klorogenske i kavene kiseline. Klorogenska 
kiselina se nalazila u koliĉini od 0,10 mg/g, a kavene kiseline je bilo 0,17 mg/g uzorka. 
Navedeni iznos za klorogensku kiselinu ne ulazi u granicu za LOQ, dok iznos za kavenu 
kiselinu se nalazi unutar granica LOD-a i LOQ-a.  
 
 
Slika 48. Kromatogram Uzorka 12 (320 nm). 
 
HPLC analiza hidroliziranog Uzorka 12 (Slika 49) te usporedba dobivenog kromatograma 
s kromatogramom standarada (Slika 15) i usporedba UV spektra pripadajućih 
kromatografskih pikova, pokazala je prisutstvo siringiĉne kiseline u koliĉini od 6,55 mg/g 
uzorka. Navedeni iznos ulazi u granice LOQ-a. 
 
 
Slika 49. Kromatogram Uzorka 12 nakon hidrolize (290 nm). 
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U Uzorku 12 nisu pronaĊene trans-cimetna, elagiĉna, sinapiĉna, protokatehuiĉna, 
vanilinska, p-kumarna, galna, feruliĉna, ruņmarinska kiselina, kao ni katehin hidrat, 
naringenin, kvercitrin hidrat, izokvercitrin, apigenin, galangin, arbutin, fisetin, hesperitin, 
kemferol, baikalein, luteolin, rutin te krizin. 
41 
 
5. RASPRAVA 
Analizom dobivenih rezultata moņe se uoĉiti da je hidroliza ekstrakata bila potpuna, jer u 
nehidroliziranim uzorcima nije pronaĊen niti jedan flavonoidni aglikon. MeĊutim, kvercetin, 
koji je aglikon rutina, nije bio pronaĊen u hidroliziranom Uzorku 1 niti u Uzorku 3, gdje je 
bio prisutan rutin. Pretpostavlja se da je razlog odsutnosti kvercetina oksidcijska razgradnja 
pri visokim temperaturama korińtenim prilikom hidrolize. Uoĉava se prisutnost kavene 
kiseline u hidroliziranim ekstraktima poput Uzorka 1, Uzorka 2 te Uzorka 10 u kojima su, 
prije hidrolize, bile prisutne klorogenska ili ruņmarinska kiselina, koje su esteri kavene 
kiseline. Prisutnost kavene kiseline nije potvrĊena u hidroliziranim ekstraktima Uzorka 3, 
Uzorka 4, Uzorka 6, Uzorka 7, Uzorka 8, Uzorka 9 i Uzorka 12. Time se moņe pretpostaviti 
da je pri uvjetima hidrolize dońlo do njene razgradnje. U Uzorku 1, Uzorku 2, Uzorku 6 i 
Uzorku 7, nakon hidrolize, naĊena je i ruņmarinska kiselina ńto moņe ukazivati na nepotpunu 
hidrolizu uzorka. 
Mnoge studije povezuju konzumaciju klorogenske kiseline (CGA) sa ńirokim rasponom 
zdravstvenih dobrobiti poput neuroprotektivnog, kardioprotetivnog, kemopreventivnog 
djelovanja, protuupalne aktivnosti, gubitka tjelesne mase, smanjenjem krvnog tlaka, 
hipoglikemijskog, anksiolitiĉkog i antihiperalgezijskog uĉinka. Klorogenska kiselina je 
potentan antioksidans, prisutan u odreĊenoj hrani i piću. Raznim istraņivanjima implicira se 
da primjena CGA ima antihipertenzivan uĉinak. Metaboliti CGA-e djeluju na reaktivne 
kisikove specije, smanjujući oksidativni stres, ĉime poboljńavaju endotelnu funkciju i 
bioraspoloņivost NO u arterijama. Rezultat je redukcija krvnog tlaka (Zhao i sur., 2012). 
Ingestijom CGA, smanjuje se NADPH-ovisna produkcija superoksidnih aniona u aorti ńto 
govori o inhibitornom djelovanju CGA na aktivnost vaskularne NADPH oksidaze. Znaĉajno 
je poboljńana acetilkolin-inducirana vazodilatacija endotela aorte. Rezultat je atenuacija 
endotelne disfunkcije, vaskularne hipertrofije i hipertenzije kod spontano-hipertenzivnih 
ńtakora (Suzuki i sur., 2006). O antihipertenzivnom uĉinku CGA-e govori i provedeno 
kliniĉko istraņivanje na 203 osobe pri ĉemu je pokazana znaĉajna korelacija izmeĊu 
povećanog udjela CGA-e i smanjenja krvnog tlaka (Yamaguchi i sur., 2008). Klorogenskoj 
kiselini pripisuje se djelovanje sliĉno metforminu jer stimulira unos glukoze u inzulin-
osjetljive i rezistentne adipocite poput roziglitazona, a za razliku od inzulina i tiazolidindiona, 
ne dovodi do povećanja mase. TakoĊer, promatranjem vrijednosti glukoze OGTT-om, 
primjećeno je da se prethodnom ingestijom CGA smanjuje pik glukoze u plazmi, 
najvjerojatnije radi smanjenja intestinalne apsorpcije glukoze, ĉime se reducira rizik razvoja 
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DMT2 (Meng i sur., 2013). U ispitivanju na ńtakorima, klorogenska kiselina je dovela do 
znaĉajnog sniņenja plazmatskih koncentracija kolesterola i triglicerida za 44% i 58%, kao i 
jetrenih triglicerida za 24%, dok znaĉajnijih razlika, u koncetracijama triglicerida u 
adipocitima, nema. TakoĊer, u in vitro ispitivanjima, CGA dovodi do smanjenja razine LDL-
kolesterola i malondialdehida. Klorogenska kiselina je takoĊer pokazala u brojnim 
istraņivanjima povoljan uĉinak, inhibirajući lipidnu apsorpciju, transformaciju te inhibirajući 
intestinalnu apsorpciju kolesterola, meĊutim, većina navedenih ispitivanja su provedena na 
ņivotinjama, zbog ĉega bi se uĉinkovitost primjene CGA kao hipolipemika, trebala joń 
preispitati i i kliniĉkim istraņivanjima kako bi se procijenile njene terapijske mogućnosti 
(Meng i sur., 2013). Osim tih uĉinaka primjećeni su joń takoĊer i protuupalni te 
neuroprotektivni uĉinci CGA (Shin i sur., 2015, Heitman i Ingram, 2017). 
Kvercetin i kavena kiselina (CA), te njezini derivati, poput klorogenske kiseline, ispitivani 
su u lijeĉenju hipertenzije preko renin-angiotenzin-aldosteron sustava (RAAS) u usporedbi sa 
standardnim farmakolońkim ACE-inhibitorom, kaptoprilom. Rezultat je pokazao malu 
inhibitornu uĉinkovitost CA-e i njenih derivata na navedene mete u odnosu na kaptopril koji 
se pokazao najsnaņnijim inhibitorom RAAS-a. MeĊutim, za razliku od kaptoprila, 
toksikolońka analiza na humanim fibroblastima potvrdila je netoksiĉno djelovanje kavene 
kiseline i njenih derivata ĉime se ostavlja prostora za dodatna istraņivanja kako bi se u 
potpunosti procijenio njezin terapijski potencijal (Bhullar i sur., 2014). Provedena je kliniĉka 
studija na 103 pacijenta sa primarnom trombocitopenijom (PLT>10*109/L) i ispitivala se 
uĉinkovitost primjene CA-e u lijeĉenju. Povećan broj trombocita je ostvaren u 51% ispitanika. 
U 103 ispitanika, zabiljeņena su 2 sluĉaja prolaznih nuspojava i to blaga muĉnina te povińena 
vrijednost jetrenih enzima. Rezultat analize je pokazao da je CA uĉinkovita u pacijenata s 
primarnom trombocitopenijom (Qin i sur., 2015). Kavena kiselina je pokazala antidijabetiĉki 
uĉinak na animalnom modelu. Provedeno je takoĊer i istraņivanje na humanim endotelnim 
stanicama kojim se pokazalo da CA suprimira nekoliko aspekata endotelne disfunkcije 
uzrokovane povińenom glukozom i to preko modulacije unutarstaniĉnog redox potencijala. 
Takvo otkriće upućuje da su fiziolońke koncentracije CA, dostupne konzumacijom prikladne 
hrane, sposobne prevenirati endotelne disfunkcije uzrokovane upalama i oksidativnim stresom 
koji je induciran povińenom koncentracijom glukoze (Fratantonio i sur., 2017). Spominje se i 
nekolicina istraņivanja CA-e u lijeĉenju tumora, no njena uloga je tu vińe suportivna, 
omogućavajući bolji profil i bioraspoloņivost standardne terapije (Lee i sur., 2016). 
Topiĉka primjena antioksidativnih lijekova predstavlja uspjeńan naĉin zańtite koņe od UV-
posredovanog oksidativnog ońtećenja. Takvi lijekovi omogućavaju koņi zadovoljavajuću 
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zańtitu samo ukoliko su permeabilni kroz stratum corneum te time dospjevaju do dubljih 
koņnih slojeva. Feruliĉna, i u niņem postotku kavena kiselina, imaju svojstvo permeabilnosti 
kroz stratum corneum. Feruliĉna kiselina (FA), radi veće lipofilnosti, bolje prolazi kroz 
stratum corneum od kavene kiseline. Na temelju tih saznanja, provedeno je  in vivo 
istraņivanje o djelovanju feruliĉne i kavene kiseline na redukciju UVB-induciranog eritema. 
Obje kiseline, koje su bile otopljene u zasićenim vodenim otopinama uspjele su postići 
znaĉajnu zańtitu koņe od UVB-induciranog eritema (Saija i sur., 2000). Tijekom proteklih 
nekoliko godina, nekoliko je studija pokazalo da FA djeluje kao snaņan antioksidans koji 
poboljńava staniĉni odgovor na stres putem regulacije citoprotektivnog sustava, poput hem 
oksigenaze-1, proteina toplinskog ńoka (HSP-70), izvanstaniĉnim signalom-regulirane kinaze 
1/2 i protoonkogena Akt. Nadalje, pokazalo se da FA inhibira ekspresiju i / ili aktivnost 
citotoksiĉnih enzima, ukljuĉujući duńik-oksid sintazu, kaspaze i ciklooksigenaze-2. Na 
temelju tih dokaza, FA je predloņen kao potencijalni lijek za mnoge bolesti, ukljuĉujući 
Alzheimerovu bolest (Estrada i sur., 2016), rak (Zhang i sur., 2016) i ńećernu bolest, gdje se 
pokazalo na animalnim modelima da snizuje razinu glukoze te potom znaĉajno povisuje 
razinu inzulina u krvi (Pandey i Rizvi, 2009). Feruliĉna kiselina i njeni derivati su 
komponente koje se s vremenom sve vińe primjenjuje u dermatolońkim preparatima za 
solarnu zańtitu radi sprjeĉavanja, UV-zraĉenjem uzrokovanog, ońtećenja koņe (Di domenico i 
sur., 2009). MeĊutim, unatoĉ velikom izobilju pretkliniĉkih istraņivanja, samo nekoliko 
studija je provedena na ljudima, od kojih je većina koristila hranu koja sadrņi FA. Stoga treba 
provesti dodatna kliniĉka ispitivanja kako bi se mogla dokumentirati efikasnost ovog naĉina 
primjene. Potrebni su novi napori i resursi u kliniĉkim istraņivanjima za kompletnu evaluaciju 
terapijskog potencijala FA u kroniĉnim bolestima (Mancuso i Santangelo., 2014). 
Siringiĉna kiselina (SA) inhibira enzim α-glukozidazu koja probavlja ugljikohidrate do 
jednostavnih ńećera i tako pridonosi odrņavanju normalne razine ńećera u krvi. In vivo 
eksperimentima na ńtakorima, SA-i se pridaje potencijalna primjena u lijeĉenju dijabetesa  
radi moduliranja glikemijskog statusa smanjenjem glukoze u plazmi, a potom i povećanjem 
koncentracije inzulina i C-peptida (Muthukumaran i sur., 2013). Siringiĉna kiselina takoĊer 
pokazuje neuroprotektivno i antioksidacijsko djelovanje te utjeĉe na biokemijske i 
histopatolońke parametre ishemijske ozljede leĊene moņdine kod ńtakora te time svoju 
potencijalnu primjenu mogla naći u profilaksi kod ishemijskih ozljeda leĊne moņdine 
(Tokmak i sur., 2015). 
Ruņmarinska kiselina (RA) pokazuje antioksidacijski uĉinak i stabilizira staniĉne 
membrane te pritom prevenira kemijski uzrokovana ońtećenja stanica i staniĉne DNA (Pérez-
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Fons i sur., 2010. Sevgi i sur., 2015), poput ońtećenja DNA uzrokovana doksorubicinom i 1,2 
dimetilhidrazinom (Furtado i sur.,2010., Furtado i sur.,2015). Pripisuje joj se i antibaktericidni 
uĉinak na sojeve poput Staphylococcus epidermidis, Stenotrophomonas maltophilia i 
Enterococcus faecali te se time razmatra njena potencijalna primjena u lijeĉenju infekcija 
uzrokovanih rezistentnim mikroorganizmima (Abedni i sur., 2013). Poput feruliĉne i kavene 
kiseline, takoĊer sudjeluje u zańtiti koņe od UV-zraĉenja time ńto smanjuje ońtećenja u 
humanim keratinocitima uzrokovana UVB zraĉenjem (Vostálová i sur., 2010). Ĉesto se 
spominje i njena potencijalna protektivna uloga kod raznih neurolońkih oboljenja, poput 
poboljńanja kognitivnih sposobnosti mińeva (Park i sur., 2010), zańtitne uloge na neurone 
prilikom moņdanog udara (Fallarini i sur., 2009.) te prevencije razvoja inducirane 
Alzheimerove bolesti u transgeniĉnih mińeva (Hamaguchi i sur., 2009). U istraņivanjima se 
spominju uĉinci RA-e na prevenciju atopijskog dermatitisa i drugih upalnih stanja radi 
smanjivanja produkcije IFN-γ te IL-4. MeĊutim, sva navedena istraņivanja za RA-u su 
provedeni in vitro eksperimenti ili pak in vivo studije na ņivotinjama, zbog ĉega bi se trebao 
povećati broj kliniĉkih studija kako bi se sa sigurnońću mogao utvrditi potpuni uĉinak 
ruņmarinske kiseline (Jang i sur., 2011). 
Rutin je flavonoidni glikozid poznat po razliĉitim biolońkim aktivnostima poput 
antialergijskog, protuupalnog, antiproliferativnog i antikancerogenog uĉinka. Osim toga je 
potentan antioksidans koji osigurava strukturni i funkcionalni integritet stanice. Mehanizam se 
temelji na hvatanju slobodnih kisikovih radikala, inhibiciji ksantin oksidaze i posljediĉno, 
zaustavljanju lanĉane reakcije oksidativnog stresa. Povećava produkciju glutationa i 
ekspresiju brojnih enzima poput superoksid dismutaze i katalaze. Iz tog razloga, njegov 
terapeutski potencijal leņi u prevenciji brojnih stanja, uzrokovanih oksidativnim stresom, 
poput dijabetesa, kardiovaskularnih i neurodegenerativnih bolesti. TakoĊer, ńtiti organe od 
oksidativnog ońtećenja tijekom radijacije i kemoterapije te ublaņava njihove nuspojave. Rutin 
i njegovi derivati posjeduju takoĊer pleiotropan protuupalni uĉinak. Razliĉitim studijama 
prikazana je njegova znaĉajna redukcija proupalnih markera poput COX-2 i indukcija NO-
sintaze (www.drrathresearch.org). Tradicionalno, rutin se kristi za poboljńanje cirkulacije. 
Smatra se da povećava fleksibilnost krvnih ņila - arterija i kapilara. Poboljńava odreĊena 
stanja, poput modrica, pauk vena i prońirenih vena. Postoje naznake da rutin moņe pomoći u 
lijeĉenju hemoroida i pridonosi oporavku od hemoroidektomije. Istraņivanja na animalnim 
modelima pokazuju da rutin prevenira stvaranje krvnih ugruńaka te time pridonosi u 
sniņavanju rizika odreĊenih stanja poput: srĉanog udara, plućne embolije te duboke venske 
tromboze. Ublaņava bol kod artritisa ńto se temelji na istraņivanju koje je je pokazalo 
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suprimirajući uĉinak rutina na oksidativni stres u ljudi sa artritisom zahvaljujući njegovim 
protuupalnim i antioksidativnim znaĉajkama (www.healthline.com). U kombinaciji sa 
bromelainom i tripsinom, primjenjuje se za ublaņavanje boli kod osteoartritisa te poboljńanja 
koljena u osoba s artritisom, ĉime se postiņe uĉinak jednako djelotvoran kao NSAIL, 
diklofenak. Istraņivanja su pokazala da su rutin i kvercetin su sposobni reducirati rizik i 
osigurati znaĉajnu zańtitu od pojave tumora. MeĊutim, većina studija je provedena in vitro ili 
pak na animalnim modelima iz ĉega je teńko donijeti zakljuĉak o uĉinkovitosti rutina u 
prevenciji, zańtiti i lijeĉenju tumora, ali bi se svakako trebalo potaknuti daljnja istraņivanja 
(http://www.webmd.com). 
Luteolinu se pridaju razliĉita biolońka djelovanja, poput protuupalnog, antialergijskog i 
antitumorskog djelovanja, ńto se pripisuje njegovom antioksidativnom, odnosno pro-
oksidativnom svojstvu. Takva djelovanja su meĊusobno povezana. Primjerice, protuupalna 
aktivnost je povezana sa antitumorskim djelovanjem, dok antitumorsko djelovanje je 
povezano sa indukcijom apoptoze te inhibicijama staniĉne proliferacije, metastaza i 
angiogeneze. Time je u raznim istraņivanjima zabiljeņena znaĉajna uloga luteolina u 
prevenciji razvoja karcinoma. Luteolin, kao prirodni polifenol, spada u skupinu fitoestrogena 
koji imaju svojstvo vezanja na estrogenske receptore (ER) i moņe se primjenjivati u 
hormonskoj nadomjesnoj terapiji. S druge strane, postoje studije koje govore o 
antiestrogenskom djelovanju luteolina radi slabe estrogenske aktivnosti koja se javlja nakon 
vezanja za ER. Luteolin se veņe za ER tek kad je estrogen deficijentan. Takvo saznanje daje 
prostora za istraņivanje uloge luteolina u estrogen-induciranim tumorma poput karcinoma 
dojki, jajnika, endometrija i prostate (Lin i sur., 2008). U jednom straņivanju na ńtakorima se 
ispitivala neuroprotektivna uloga luteolina te se pokazalo da luteolin moņe zańtititi od 
kognitivnog ońtećenja induciranog amiloid-β proteinom u Alzheimerovoj bolesti tako ńto 
regulira kolinergiĉki sustav i inhibira oksidativne ozljede. Takav rezultat sugerira potencijalnu 
uĉinkovitost luteolina u terapiji Alzheimerove bolesti, meĊutim, potrebno je provesti kliniĉka 
istraņivanja (Yu i sur., 2015). Provedena je takoĊer studija o hipoglikemijskom uĉinku 
luteolina gdje je prikazano djelovanje luteolina na smanjenje aktivnosti NF-κB i oslobaĊanje 
citokina. S obzirom da u stanju hiperglikemije dolazi do induciranja histona, aktivacije NF-κB 
i otpuńtanja proupalnih citokina, moņe se zakljuĉiti da luteolin pokazuje protuupalnu i 
posljediĉno tim, hipoglikemijsku aktivnost (Kim i sur., 2014). TakoĊer, pokazano je da 
suplementacija niske doze luteolina poboljńava inzulinsku rezistenciju i djeluje povoljno na 
pretilost (Xu i sur., 2014). 
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Krizin pokazuje potentan inhibitorni uĉinak na produkciju estrogena i ne dovodi do 
ekspresije aromataze. Zakljuĉak te studije je da su polifenoli sposobni modulirati aktivnost 
aromataze i time sinteze estrogena te kao takvi mogu biti korisni u prevenciji/lijeĉenju 
estrogen-induciranih poremećaja (Monteiro i sur., 2006). MeĊutim, jedna in vivo provedena 
studija govori o nemogućnosti inhibicije aromataze radi slabe apsorpcije i bioraspoloņivosti 
flavonoida, meĊu kojima se promatrao i krizin (Saarinen i sur., 2001). TakoĊer, brojne studije 
na dijabetiĉkim ńtakorima, pokazuju je da krizin, kao agonist PPAR-γ, popravlja 
miokardijalne ozljede zahvaljujući svom antioksidativnom i protuupalnom djelovanju (Rani i 
sur., 2016) kao i dijabetiĉke komplikaciju u jetri, mozgu i guńteraĉi (Samarghandian i sur., 
2016). TakoĊer je zabiljeņena i smanjena sinteza melanina radi suprimiranja ekspresije 
melanogenetskih proteina ńto potvrĊuje inhibirajući uĉinak krizina na melanogenezu. Time bi, 
uz dodatna kliniĉka ispitivanja, krizin bi svoju potencijalnu primjenu mogao naći kao 
funkcionalan kozmetiĉki agens (Zhu i sur., 2016).  
Sva ova istraņivanja upućuju da postoji potencijal povoljnog djelovanja sastavnica 
ispitivanih u ovom radu na prevenciju, zańtitu te i lijeĉenje organizma od brojnih danańnjih 
bolesti. S obzirom da su u ovom radu ispitivane biljke koje se tradicionalno koriste u prehrani, 
moņe se reći da uporaba tih biljnih vrsta ima i terapijski potencijal. MeĊutim, većina studija 
provedenih na ovim sastavnicama su in vitro i studije na animalnim modelima, dok je jako 
malo kliniĉkih studija. TakoĊer, apsorpcija i bioraspoloņivost polifenola znatno ovise o 
namirnici u kojoj su prisutni kao i o metaboliĉkoj varijabilnosti pojedinca. Stoga je nuņno 
provesti joń kliniĉkih studija koje bi razjasnile preventivnu/terapijsku opravdanost uporabe 
polifenolnih spojeva u navedenim bolestima. 
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6. ZAKLJUĈCI 
Cilj ovog rada bio je odrediti kvalitativni i kvantitativni sastav polifenola prisutnih u 
ekstraktima biljaka: Allium ampeloprasum, Beta vulgaris, Daucus carota, Foeniculum 
vulgare, Papaver rhoeas, u vrstama roda Sonchus spp. i Crepis spp. te dvjema 
neidentificiranim biljkama. Navedene biljne vrste se već godinama na Mediteranu koriste 
zajedno u prehrani pod nazivom ''mińancija''. 
Ispitivanjem nehidroliziranih biljnih uzoraka, utvrĊena je prisutnost flavonoidnog 
glikozida, rutina u divljem luku i jednoj neidentificiranoj biljnoj vrsti, a naĊene su i fenolne 
kiseline (klorogenska, feruliĉna, ruņmarinska i kavena kiselina). Klorogenska kiselina se 
nalazila u gotovo svakoj ispitivanoj biljnoj vrsti (osim u divljoj repi i jednoj vrsti kostrińa), 
kao i feruliĉna kiselina (izuzev divljeg luka, divlje mrkve i divljeg maka). Ruņmarinska 
kiselina je pronaĊena u jednoj vrsti kostrińa, dimku te dvjema neidentificiranim biljkama, dok 
je kavena kiselina bila prisutna u dimku i divljem maku. MeĊu hidroliziranim uzorcima, 
najzastupljenija je bila siringiĉna kiselina koja se nalazila u svim ispitivanim biljnim vrstama, 
osim u dimku i jednoj vrsti kostrińa. Kavena kiselina je pronaĊena u dimku i dvjema 
neidentificiranim vrstama, dok je ruņmarinska kiselina prisutna u divljoj mrkvi, vrsti kostrińa i 
dvjema neidentificiranim biljkama. Opaņeni su i flavonoidni aglikoni, krizin u jednoj vrsti 
kostrińa i luteolin u divljoj mrkvi. 
Mehanizmi djelovanja pojedinih polifenolnih sastavnica su ispitani i dokazani u brojnim 
istraņivanjima, te se moņe pretpostaviti da tradicionalna uporaba ''mińancije'' ima pogodne 
uĉinke na oĉuvanje ljudskog zdravlja zahvaljujući polifenolima. MeĊutim, da bi se njihova 
uĉinkovitost u terapiji pojedinih bolesti opravdala, potrebno je provesti detaljnije kliniĉke 
studije. 
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8. SAŽETAK/ SUMMARY 
U ovom radu korińtena je tekućinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC) za 
kvalitativnu i kvantitativnu analizu fenolnih kiselina i flavonoida u 12 ekstrakata biljnih vrsta 
koje se tradicionalno koriste u prehrani u vidu mjeńavine samoniklog jestivog bilja 
(mińancija). U ispitivanim biljnim uzorcima pronaĊene su brojne fenolne kiseline i flavonoidi 
poput klorogenske, feruliĉne, ruņmarinske i kavene kiseline te rutina. Kako bi se odredila 
prisutnost pojedinih flavonoidnih aglikona i slobodnih fenolnih kiselina provedena je i kisela 
hidroliza uzoraka. U hidroliziranim uzorcima prevladavale su siringiĉna i kavena kiselina te 
krizin i luteolin. Prisutnost tih polifenola kojima se pripisuju brojna biolońka svojstva govori o 
potencijalnom pozitivnom uĉinku konzumacije ove tradicionalne mjeńavine na ljudsko 
zdravlje. 
 
High performance liquid chromatography (HPLC) was used for qualitative and 
quantitative analysis of phenolic acids and flavonoids in 12 extracts of the edible plant 
species, traditionally consumed as a mixture (mińancija). In the tested samples, numerous 
phenolic acids and flavonoids were found, including chlorogenic, ferulic, rosmarinic, caffeic 
acid and rutin. In order to detect the presence of free phenolic acids and flavonoids, acid 
hydrolysis was performed. It was found that syringic and caffeic acids were the most 
prevalent phenolic acids. Flavonoids chrisin and luteolin were also found. The presence of 
polyphenols, which show numerous biological activities, indicates the potential positive effect 
of consumption this traditional mixture on human health. 
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